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一、 流动相 

1.1 流动相应选用色谱纯试剂、高纯水或双蒸水，酸碱液及缓冲液需经过滤

后使用，过滤时注意区分水系膜和油系膜的使用范围；  

1.2 水相流动相需经常更换（一般不超过 2 天），防止长菌变质；  

二、样品 

2.1 采用过滤或离心方法处理样品，确保样品中不含固体颗粒；  

2.2 用流动相或比流动相弱（若为反相柱，则极性比流动相大；若为正相柱，

则极性比流动相小）的溶剂制备样品溶液，尽量用流动相制备样品液；  

2.3 手动进样时，进样量尽量小，使用定量管定量时，进样体积应为定量管

的 3～5 倍； 

三、色谱柱 

3.1 色谱柱在不使用时，应用甲醇冲洗，取下后紧密封闭两端保存；  

3.2 不要高压冲洗柱子；  

3.3 不要在高温下长时间使用硅胶键合相色谱柱；使用过程中注意轻拿轻放。 

四、操作过程 

4.1 先以所用流动相冲洗系统一定时间（如所用流动相为含盐流动相，必须

先用水冲洗 20 分钟以上再换上含盐流动相），正式进样分析前 30min 左

右开启 D 灯或 W 灯，以延长灯的使用寿命；  

4.2 建立色谱操作方法，注意保存为自己命名的 Method，勿覆盖或删除他人

的方法及实验结果；  

4.3 使用手动进样器进样时，在进样前和进样后都需用洗针液洗净进样针筒，

洗针液一般选择与样品液一致的溶剂，进样前必须用样品液清洗进样针

筒 3 遍以上，并排除针筒中的气泡；  

4.4 溶剂瓶中的沙芯过滤头容易破碎，在更换流动相时注意保护，当发现过

滤头变脏或长菌时，不可用超声洗涤，可用 5%稀硝酸溶液浸泡后再洗涤； 

4.5 实验结束后，一般先用水或低浓度甲醇水溶液冲洗整个管路 30分钟以上， 
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再用甲醇冲洗。冲洗过程中关闭 D 灯、W 灯；  

4.6 关机时，先关闭泵、检测器等，再关闭工作站，然后关机，最后自下而

上关闭色谱仪各组件，关闭洗泵溶液的开关；  

4.7 使用者须认真履行仪器使用登记制度，出现问题及时向老师报告，不要

擅自拆卸仪器。未经操作培训，不得擅自使用仪器。   

五、注意事项 

以下 12 条注意事项是自己在安装和使用液相色谱仪中的经验得出的，可能

存在某些片面性，如有不当之处请多提宝贵建议。  

5.1 流动相必须用 HPLC 级的试剂，使用前过滤除去其中的颗粒性杂质和其

他物质(使用 0.45um 或更细的膜过滤)。 

5.2 流动相过滤后要用超声波脱气，脱气后应该恢复到室温后使用。 

5.3 不能用纯乙腈作为流动相，这样会使单向阀粘住而导致泵不进液。 

5.4 使用缓冲溶液时，做完样品后应立即用去离子水冲洗管路及柱子一小时，

然后用甲醇（或甲醇水溶液）冲洗 40 分钟以上，以充分洗去离子。对于

柱塞杆外部，做完样品后也必须用去离子水冲洗 20ml 以上。 

5.5 长时间不用仪器，应该将柱子取下用堵头封好保存，注意不能用纯水保

存柱子，而应该用有机相(如甲醇等)，因为纯水易长霉。  

5.6 每次做完样品后应该用溶解样品的溶剂(如甲醇)等清洗进样器。 

5.7 C18 柱绝对不能进蛋白样品，血样、生物样品。  

5.8 堵塞导致压力太大，按预柱→混合器中的过滤器→管路过滤器→单向阀

检查 并清洗。清洗方法：①以异丙醇作溶剂冲洗；②放在异丙醇中间用

超声波清洗；③用 10％稀硝酸清洗 

5.9 气泡会致使压力不稳，重现性差，所以在使用过程中要尽量避免产生气

泡。  

5.10 如果进液管内不进液体时，要使用注射器吸液：通常在输液前要进行流

动相 的清洗。 

5.11 要注意柱子的 PH 值范围，不得注射强酸强碱的样品，特别是碱性样品。 

5.12 更换流动相时应该先将吸滤头部分放入烧杯中边振动边清洗，然后插入

新的 流动相中。更换无互溶性的流动相时要用异丙醇过渡一下。 
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高效液相色谱中常遇见的问题及处理方法	

一、 保留时间变化可能导致的原因（解决方法） 

1.柱温变化（柱恒温）； 

2.等度与梯度间未能充分平衡（至少用 10 倍柱体积的流动相平衡柱）； 

3.缓冲液容量不够（用>25mmol/L 的缓冲液）； 

4.柱污染（每天冲洗柱）； 

5.柱内条件变化（稳定进样条件,调节流动相）； 

6.柱快达到寿命（采用保护柱）。 

二、保留时间缩短（解决方法） 

1.流速增加（检查泵,重新设定流速）； 

2.样品超载（降低样品量）； 

3.键合相流失（流动相 PH 值保持在 3~7.5 检查柱的方向）； 

4.流动相组成变化（防止流动相蒸发或沉淀）； 

5.温度增加（柱恒温）。 

三、保留时间延长（解决方法） 

1.流速下降（管路泄漏,更换泵密封圈,排除泵内气泡）； 

2.硅胶柱上活性点变化（用流动相改性剂,如加三乙胺,或采用碱至钝化柱）； 

3.键合相流失（流动相 PH 值保持在 3~7.5 检查柱的方向）； 

4.流动相组成变化（防止流动相蒸发或沉淀）； 

5.温度降低（柱恒温）。 

四、出现肩峰或分叉（解决方法） 

1.样品体积过大（用流动相配样,总的样品体积小于第一峰的 15%）； 

2.样品溶剂过强（采用较弱的样品溶剂）； 

3.柱塌陷或形成短路通道（更换色谱柱,采用较弱腐蚀性条件）； 

4.柱内烧结不锈钢失效（更换烧结不锈钢,加在线过滤器,过滤样品）； 

5.进样器损坏（更换进样器转子）。 

五、鬼峰（解决方法） 

1.进样阀残余峰（每次用后用强溶剂清洗阀,改进阀和样品的清洗）； 

2.样品中未知物（处理样品）； 
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3.柱未平衡（重新平衡柱,用流动相作样品溶剂 (尤其是离子对色谱)）； 

4.三氟乙酸(TFA)氧化(肽谱) （每天新配,用抗氧化剂）； 

5.水污染(反相) （通过变化平衡时间检查水质量，用 HPLC 级的水）。 

六、基线噪声（解决方法） 

1.气泡(尖锐峰) （流动相脱气,加柱后背压）； 

2.污染(随机噪声) （清洗柱,净化样品,用 HPLC 级试剂）； 

3.检测器灯连续噪声（更换氘灯）； 

4.电干扰(偶然噪声)（采用稳压电源,检查干扰的来源(如水浴等)）； 

5.检测器中有气泡（流动相脱气,加柱后背压）。 

七、峰拖尾（解决方法） 

1.柱超载（降低样品量,增加柱直径采用较高容量的固定相）； 

2.峰干扰（清洁样品,调整流动相）； 

3.硅羟基作用（加三乙胺,用碱致钝化柱增加缓冲液或盐的浓度降低流动相 PH

值,钝化样品）； 

4.柱内烧结不锈钢失效（更换烧结不锈钢,加在线过滤器,过滤样品）； 

5.柱塌陷或形成短路通道（更换色谱柱,采用较弱腐蚀性条件）； 

6.死体积或柱外体积过大（连接点降至最低,对所有连接点作合适调整,尽可能

采用细内径的连接管）； 

7.柱效下降（用较低腐蚀条件,更换柱,采用保护柱）。 

八、峰展宽（解决方法）  

1.进样体积过大（用流动相配样,总的样品体积小于第一峰的 15%）； 

2.在进样阀中造成峰扩展（进样前后排出气泡以降低扩散）； 

3.数据系统采样速率太慢（设定速率应是每峰大于 10 点）； 

4.检测器时间常数过大（设定时间常数为感兴趣第一峰半宽的 10%）。 
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1.4 故障及解决方法 

1.4.1 流动相脱气不充分 

流动相受热，或者流动相不同组分混合时会有气体产生，气泡进入泵内引起

压力波动，增加噪音，色谱图上出现毛刺。可试用下列方法解决问题：流动相再

脱气；采用 有效的脱气方法或两种方法配合使用；改系统内混合 系统外预混

合。 

1.4.2 流动相供给不畅 

流动相用完，管道中吸入气体引起泵压力不稳。应经常观察储液器中流动相

的量，加足流动相保证所有的样品分析完毕。输液管道上装沉子沉至瓶底，储液

器盖上留一小孔正好夹住进液管，使其不能上下移动。 

过滤器阻塞引起管道和泵腔空化，压力不稳。过滤器应先用水超声，再用甲

醇超声处理。这种情况下，流动相需要重新过滤。 

 1.4.3 流动相和储液器被污染 

由于污染，噪音越来越大，检测器基线上升。污染物可能被泵以稳定的浓度

打入系统，而再以稳定的浓度流出来，所以在色谱图中不出 余的峰。用梯度洗

脱时弱流动相可以使污染物聚在柱顶，流动相强度增加后污染物可能被洗脱出来

一 大的伪峰。有时基线噪音突然增大或突然提高，都是因为反复加进新的流动

相或系统用得太久（通宵）所造成的。新加进的流动相有污染物或者流动相长霉，

繁殖了细菌。 

脏的储液器会污染清洁的流动相。每种流动相备有专用的储液器，或者定期

报废储液器。已经污染的流动相一定要废弃掉。 

4.2 清洗系统和关机 

4.2.1 手动进样器清洗： 

用注射器吸 20ml 超纯水后套上冲洗头，将清洗头轻轻顶在进样口上(不宜用力

太大，否则容易损坏进样口)，使进样阀保持在 Inject 位置，慢慢将水推入，水

将通过注射针导入口、引导管、注射针导入管和注射针密封圈，由样品溢出管排

出。 

尤其使用完缓冲盐流动相时，清洗时使用下面工具，先用注射器吸入 20 毫升

蒸馏水，套上针头，插入泵头清洗管任意一端，推入蒸馏水，另一端流 
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入废液杯，重复 2～3 次即可！ 

4.2.2 色谱柱清洗： 

继续以分析中使用流动相冲洗 10 分钟以上，待基线平稳后关闭检测器，

冲洗色谱柱。如流动相不含缓冲盐，可以用甲醇：水＝70：30（或用纯甲醇）

直接冲洗 30 分钟以上后把流速设为零，然后关闭所有仪器设备，顺序为：先

退出工作站软件，再依次关闭系统控制器、检测器、柱温箱、泵；如流动相

含缓冲盐可先用纯水冲洗 10 分钟，再用甲醇：水＝10：90 冲洗 20～30 分钟

后，再用甲醇：水＝70：30（或用纯甲醇）冲洗 30 分钟，观察泵压是否稳定，

稳定后流速降为零后再关闭仪器各部分电源，然后关闭总电源离开实验室。 


